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Delineamento e
implementacao do biobanco
do ELSA-Brasil: estudo
prospectivo na populacao
brasileira

Design and implementation of the
ELSA-Brasil biobank: a prospective
study in a Brazilian population

RESUMO

O Estudo Longitudinal de Satde do Adulto (ELSA-Brasil) é uma coorte
prospectiva multicéntrica de funcionarios publicos delineada para avaliar 0s
determinantes das doengas cronicas, principalmente a doenga cardiovascular
e o diabetes tipo 2. Neste artigo sdo descritos os principais pontos do
delineamento e implementacdo do projeto do biobanco do ELSA-Brasil.
Sdo detalhados aspectos econdmicos, politicos, logisticos e tecnolégicos
do estudo. O artigo também discute o protocolo final de estocagem de
material bioldgico e as instala¢cBes implementadas para atingir esse objetivo.
O processo de delineamento e implementacdo do biobanco do ELSA-
Brasil durou trés anos. Tanto os biobancos centrais quanto os locais foram
constituidos de acordo com as melhores praticas de estocagem de material
bioldgico, usando solucdes tecnoldgicas diferentes para as diferentes
necessidades previstas no estudo.

DESCRITORES: Bancos de Espécimes Bioldgicos, organizagao &
administracdo. Marcadores Bioldgicos. Testes Hematoldgicos.
Exames Médicos, analise. Estudos Multicéntricos como Assunto,
métodos. Estudos de Coortes.
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ABSTRACT

The Brazilian Longitudinal Study for Adult Health (ELSA-Brasil) is a
multicenter prospective cohort of civil servants designed to assess the
determinants of chronic diseases, especially cardiovascular diseases and type
2 diabetes. The present article describes the main design and implementation
points of the ELSA-Brasil biobank project. Economic, political, logistical and
technological aspects of this study are characterized. Additionally, it discusses
the final biorepository protocol and the facilities implemented to achieve this
objective. The design and implementation process of the ELSA-Brasil biobank
took three years to be performed. Both the central and local biobanks were built
according to the best biorepository techniques, using different technological
solutions for the distinct needs expected in this study.

DESCRIPTORS: Biological Specimen Banks, organization &
administration. Biological Markers. Hematologic Tests. Medical
Examination, analysis. Multicenter Studies as Topic, methods.

Cohort Studies.

INTRODUCAO

Em um estudo prospectivo, 0 modo como as amostras
bioldgicas séo coletadas, processadas ou estocadas em
um biobanco tem um impacto importante na utilidade
cientifica futura desse repositério. O protocolo de
coleta deve de forma eficiente maximizar a variedade
das amostras, 0 nimero de aliquotas e 0 volume da
aliquota para a dosagem do biomarcador proposto a
fim de garantir a versatilidade para futuras tecnologias
e 0 surgimento de novos biomarcadores durante o
desenrolar do estudo.? Como o primeiro estudo dessa
magnitude conduzido no Brasil, a coleta de dados foi
precedida por quatro anos de intensa preparacdo de
protocolo e de desenvolvimento da infraestrutura. Em
fungdo da sua natureza prospectiva e da importancia
do estudo na avaliacdo das doengas cronicas no Brasil,
foi despendido um grande esforgo no desenvolvimento
das ferramentas epidemioldgicas que poderiam no
futuro facilitar o andamento do estudo. Neste cenério,
o0 desenho e a implementacéo do biobanco do ELSA-
Brasil foi de grande importancia face a tarefa de ndo so
antecipar as inovacoes tecnoldgicas e as necessidades,
mas também pelo custo elevado e a carga de trabalho
associada a esse tipo empreendimento.

Biobancos séo instalagdes de pesquisa ou industriais
que tem como objetivo principal a coleta e estocagem
de diferentes tipos de material biologico ligados a infor-
magBes médicas individuais ou outras caracteristicas de
um grande nimero de participantes arrolados em um
estudo ou uma instituicdo em particular.® Essas estruturas
de pesquisa estdo associadas a estudos especificos ou a
capacidade das instituicGes de transmitir informagdes
prospectivas a pesquisadores interessados em aspectos

meédicos/bioldgicos particulares e a centros de inovagdo
tecnoldgica, que geralmente fazem parte de complexos
médicos/universidades. Nesse sentido, a implementagéo
do bhiobanco é um facilitador primordial das pesquisas
futuras no desenvolvimento de uma area particular do
conhecimento. O ponto mais importante é que o biobanco
torna possivel o delineamento de futuros estudos de
caso-coorte que responderdo a novas perguntas cientificas.

Para alcancar esse objetivo, os biobancos devem
seguir as boas praticas de estocagem e recuperagdo
das amostras. Isso inclui: descongelamento adequado,
ventilacdo, manutencdo da temperatura, seguranca,
monitoramento adequado dos freezers e geladeiras;
capacidade adequada de backups; plano para situagdes
de emergéncia; e sistemas de manutencgdo e conserto.*

Poucos estudos descrevem em detalhes o processo de
planejamento e implementacdo desses centros. Este
artigo descreve os pontos principais que guiaram a
constituicdo deste biobanco, os principais determi-
nantes econdmicos do processo (econdmico, politico
e logistico) e o protocolo de estocagem final.

DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

O ELSA-Brasil é um estudo de coorte conduzido em
cinco universidades e uma instituicdo de pesquisa em
seis estados diferentes do Pais. O arrolamento do estudo
foi planejado para incluir 15.000 individuos: funcio-
narios ativos ou aposentados das seis institui¢des. O
recrutamento dos participantes foi planejado na forma
de cotas para sexo, idade e categoria ocupacional dentro
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de cada instituigdo. A entrada de participantes no estudo
deveria ocorrer ao mesmo tempo em cada instituicdo
participante que seria responsavel pela implementagédo
e condugdo do mesmo protocolo padronizado para a
coleta de dados da linha de base. Foram criados varios
centros de leitura com afinalidade de padronizar outras
medidas do estudo: ecocardiografia, ultrassonografia
de cardtida, retinografia, exames clinicos e biobanco.

Como as instituigcdes estavam trabalhando em paralelo
e cada centro tinha expertises proprias, foi fundamental
desenvolver protocolos padronizados e adequados do
ponto de vista logistico a serem implementados em
todos os seis locais do estudo. Além disso, as capaci-
dades de estocagem diferenciadas e os diversos inte-
resses de pesquisa foram considerados na tomada das
seguintes decisOes: quais e quantas amostras deveriam
ser coletadas de cada participante, centralizacdo ou ndo
do biobanco e que recurso alocar para esse fim.

Desde as primeiras reunifes da equipe do projeto
decidiu-se pelo desenvolvimento de um biobanco que
seria uma das principais caracteristicas do projeto. A
partir disso, 0os pontos principais do protocolo foram
discutidos. Foi constituido um comité responsavel por
idealizar os protocolos basicos dos laboratérios e do
biobanco, composto por membros dos seis centros. As
reunides comegaram dois anos antes do inicio da coleta
de dados da linha da base.

Os principais determinantes da implementacdo do
biobanco foram:

1. estocar diversos tipos de material biolégico, consi-
derando a quantidade de sangue a ser coletada de cada
participante e 0s requisitos minimos necessarios em
cada centro;

2. garantir as melhores condigdes de estocagem possi-
veis para as aliquotas dos participantes;

3. prover que cada centro fosse capaz de delinear e
implementar suas proprias perguntas cientificas para
usar as amostras locais em cada centro;

4. garantir aimplementacao dos protocolos de controle
de qualidade, aliquotagem, transporte, acompanha-
mento das amostras e a estocagem em longo prazo.

Os aspectos econdmicos sempre modularam o proto-
colo do estudo no delineamento e na implementacéo
do biobanco. Em particular, decisdes baseadas no
nimero de amostras, tipos de materiais coletados,
condicdes de estocagem, e desenvolvimento de um
sistema de informacdes para monitorar a coleta,
transporte e controle de qualidade.

As principais questdes econdmicas na fase de deline-
amento do projeto podem ser resumidas nos seguintes
pontos: custo da implementacdo de uma infraestru-
tura minima para coleta de dados, processamento e
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estocagem de curto prazo; escolha da tecnologia para
estocagem em longo prazo; escolha dos tipos de mate-
rial coletado e do nimero de aliquotas por participante;
escolha do tipo de frasco a ser usado na estocagem em
longo prazo; transporte de amostras apds a coleta; e
a necessidade de construir uma infraestrutura para a
instalacdo do biobanco central do estudo.

Uma vez estabelecido o consenso em relagdo aos pontos
chave referentes a implementagao do biobanco, a prin-
cipal questéo a ser resolvida pelo comité responsavel foi
avaliar a necessidade de instituir um protocolo centra-
lizado. Isso incluiria um biobanco central que poderia
estocar além de plasma, soro, urina e DNA. Foram
considerados argumentos pré e contra a instituicdo de
um biobanco central, e ao final houve um consenso
pela definicdo de um sistema hibrido, composto por
dois biobancos centrais e um biobanco local em cada
centro. As justificativas para essa decisdo foram muitas
e incluiram o fato que a divisdo das amostras minimi-
zaria o risco de um evento catastrofico; dois biobancos
centrais aumentariam a flexibilidade nas determinagdes
laboratoriais e os recursos humanos disponiveis para
as dosagens necessarias.

A principal estratégia que modulou o delineamento
e a implementacdo do biobanco do ELSA-Brasil se
relacionou a dois dominios: o desenvolvimento de
uma expertise local no gerenciamento e a criacdo da
infraestrutura necessaria para guardar as amostras e
gerenciar o seu transporte.

O protocolo deveria ser suficientemente complexo
para permitir a estocagem de uma colecdo bastante
diversificada de amostras biol6gicas considerando-se
a quantidade de sangue a ser colhida de cada partici-
pante. Ao mesmo tempo, deveria ser bastante simples
para que centros sem grande expertise em laboratorio
pudessem seguir na integra o protocolo aprovado
para o estudo. Isso incluiu ndo somente a criagdo de
uma expertise em coleta, aliquotagem e estocagem,
mas também que as necessidades de um centro em
particular ndo deveriam sobrepujar a sua capacidade
de manter um fluxo regular de participantes.

O transporte de material bioldgico também foi uma
preocupacdo central na criacdo do protocolo do
biobanco. As amostras deveriam necessariamente
ser transportadas para o laboratério central e/ou para
o0 local de estocagem (biobanco), mas o tempo de
estocagem deveria ser comparavel entre as diversas
amostras e os diferentes centros. Além disso, 0s custos
do transporte deveriam ser baixos, sem comprometer
0s requerimentos de seguranga ou a comparabilidade
e a estabilidade das amostras.

A aprovacdo do projeto foi realizada em todos os
Comités de Etica e Pesquisa (CEP) de cada centro e do
Comité Nacional de Etica e Pesquisa (Conep). Novos
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projetos que utilizem material estocado devem ser
submetidos ao Comité de Estudos Ancilares, ao CEP
local e a Conep.

A Figura 1 mostra a organizacao geral do protocolo do
biobanco. Na Tabela estéo listadas todas as aliquotas
disponiveis ao final da linha de base do estudo para
cada participante.

Como previamente descrito, ap6s considerar aspectos
técnicos, econdmicos, logisticos e politicos do projeto,
decidiu-se por um sistema hibrido de estocagem. Cada
centro participante teria um biobanco local com parte
das aliquotas recrutadas em cada um desses centros
(Tabela). Essas aliquotas seriam estocadas em freezers
a -80°C. Os biobancos locais foram desenhados para
garantir a disponibilidade de amostras para projetos
restritos aos centros locais (por exemplo, estudos soro-
I6gicos especificos em uma populagdo em particular, ou
biomarcadores especificos de um centro em particular
com tradigdo ou expertise na area).

Por outro lado, 0 ELSA-Brasil também previu a neces-
sidade de um biobanco central que mantivesse uma
grande diversidade de amostras biol6gicas de todos os
participantes do estudo, independentemente do centro
de investigacdo em que o participante foi recrutado.
Esse centro de estocagem de material biologico dese-
nhado exclusivamente para atender as necessidades do
estudo foi construido préximo ao centro com maior
expertise em laboratdrio (Sao Paulo).

O treinamento centralizado e a certificacdo da equipe
envolvida na coleta de material em cada local foram
realizados em Sdo Paulo. Foram utilizadas técnicas
padronizadas para coleta de sangue em um sistema
vacutainer. De cada participante, foi colhida uma
amostra de sangue em jejum e outra pés-prandial. Em
jejum foram colhidos: trés tubos EDTA de 3,5 mL, trés
tubos com gel ativador para separacgdo de soro de 4,0
mL, dois tubos com citrato, um tubo de fluoreto/oxalato,
um tubo de heparina e um tubo de 7,0 mL de urina. No
periodo pos-prandial foram colhidos: um tubo com gel
ativador para separacgéo de soro de 4,0 mL, um tubo
com heparina e outro com citrato, sempre utilizando o
sistema vacutainer.
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Depois da coleta (de sangue e urina), iniciava-se o
processo detalhado de aliquotagem das amostras.
Todas as amostras eram processadas na mesma area
da coleta para prevenir problemas na estabilidade
das amostras devido ao transporte local antes do seu
processamento. As amostras eram sempre mantidas em
gelo e deveriam ser centrifugadas até no méaximo 30
minutos apos a coleta.

Apo6s a centrifugacdo em centrifuga refrigerada as
amostras eram aliquotadas. As primeiras aliquotas eram
sempre destinadas aos exames laboratoriais. Depois
que fosse aliquotada uma quantidade de material sufi-
ciente para a realizacdo dos exames pré-definidos na
linha de base,* eram separadas as aliquotas destinadas
a estocagem de material biol6gico. Uma vez que havia
varios locais de estocagem local e central no estudo,
a preparagdo das aliquotas nesta fase refletia essa
logistica. Algumas decisdes tomadas na fase de plane-
jamento do estudo tiveram que ser revistas durante a
sua implementacédo. A deciséo inicial de gerar aliquotas
até que fosse esgotado o material biol6gico teve que ser
abandonada por falta de espaco nos freezers. Entretanto,
da amostra aleat6ria da coorte foram guardadas mais 14
amostras de material biolégico, aumentando o nimero
de amostras estocadas de 42 para 56 por participante.

A transferéncia das amostras congeladas em gelo seco
de cada centro para o biobanco central foi realizada
mensalmente. Foram utilizadas nesse transporte caixas
de isopor com gelo seco seguindo-se a regulamentagéo
da International Air Transport Association. Para cada
transporte eram monitorados o recibo e as condicdes
de chegada das amostras.

O estudo desenvolveu um conjunto de etiquetas Unicas
com codigos de barras para cada tubo de coleta em cada
caixa e para cada aliquota (em criotubo ou palhetas).
Também foram criadas planilhas de acesso restrito
que ligavam os codigos de barras das etiquetas a um
determinado participante, mantendo-se o anonimato
das amostras.

Os protocolos de coleta e processamento do material
garantiam que sempre no inicio e ao final de cada
procedimento todos os dados fossem gravados. 1sso

Tabela. Aliquotas disponiveis ao final da linha de base do estudo, para cada participante.

Plasma
Soro Plasma Plasma Plasma Soro (pés- heparina
. EDTA citrato heparina Urina . .
(jejum) (ieium) Gejum) Gejum) prandial) (p6s-
1€ 19 19 prandial)
Criotubos 3 3 2 1 2 2 1
(biobancos
locais)
Palhetas 6 6 4 2 4 4 2
(biobanco

central)
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Orientagdo para coleta de
material biolégico

v

Modelagem da coleta
de urina de 12 horas

v

Visita ao Centro de
Investigacao ELSA

v

Alimentagdo para
coleta de sangue

v

Coleta de sangue pds-prandial

v

Processamento de amostras

Local de armazenamento
do biobanco

A

\/

Transporte de amostras

v

Centro de armazenamento
do biobanco

Figura 1. Organizacao geral do protocolo do biobanco.

permitiu o calculo dos intervalos de tempo que foram
utilizados no controle de qualidade: o tempo gasto para
completar a coleta em jejum, o tempo entre o final da
coleta e a centrifugacdo, o tempo entre a centrifugagdo
e a guarda da amostra no freezer, o tempo requerido

b
T

r"".[-l| . -y
.'H*J' e Vi o RSN

Figura 2. Criotubos.
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para que os participantes tomassem a solucédo oral de
glicose como parte do teste de tolerancia oral a glicose,
e o intervalo entre a ingestdo da solugdo e a coleta
pos-prandial apos duas horas.

As instalacOes para estocagem local de amostras a
-80°C foram planejadas para atingir as necessidades de
estocagem de cada participante no estudo. Essas insta-
lagBes foram planejadas para de forma segura estocar as
aliquotas de varios tipos de material biolégico de cada
participante de um centro em particular garantindo a
continuidade das condig8es de estocagem e a integridade
das amostras. As aliquotas mantidas nos biobancos locais
foram mantidas em criotubos (Figura 2) e identificadas
usando-se um sistema de codigo de barras especialmente
desenvolvido para o estudo. Tanto os biobancos locais
como o central garantem de forma simples a localizagdo
da amostra, assim como a acurécia da sua identificacéo.

A refrigeracdo mecénica na forma de freezers foi a
tecnologia de escolha para os biobancos locais. Cada
instalacdo foi composta por dois ou mais freezers
com sistemas de backup elétricos e de monitora-
mento a distancia. Uma estrutura de refrigeracdo com
ar-condicionado foi criada em cada local para absorver
ademanda de calor gerada por esse sistema. A protecéo
sonora foi considerada de forma individual com dife-
rentes solugdes locais para manter o nivel de ruido no
trabalho em niveis aceitaveis.

Cada biobanco local foi gerenciado por um coor-
denador e de um a trés técnicos. Cada coordenador
recebeu material detalhado sobre todo o processo de
coleta e estocagem de amostras. Varios pré-testes
foram realizados antes e durante o periodo de recru-
tamento do estudo organizados pelo comité de labora-
torio. Os materiais distribuidos aos coordenadores de
laboratdrio incluiram o manual instrucional do estudo,
um fluxograma com o processamento do material
bioldgico, kits de descri¢do com a coleta padronizada
das amostras e de envio de materiais. Além disso,

Figura 3. Tanques de nitrogénio liquido no biobanco central
de Sao Paulo.
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0 equipamento do laboratério e os materiais foram
padronizados e todos os centros usaram as mesmas
marcas e tipos de material de consumo.

Além dos biobancos locais, 0 ELSA-Brasil imple-
mentou um centro de criogenia completo com capa-
cidade de estocar em vapor amostras biol6gicas dos
participantes do estudo (Figura 3). S&o muitas as
vantagens de um sistema de estocagem em nitrogénio
liquido. A temperatura da estocagem em um nivel
significativamente mais estavel (-196°C), proporciona
uma rapida queda da temperatura e taxa de recupe-
racdo e, para o tamanho do biobanco do ELSA-Brasil,
um custo de manutencdo significativamente menor.
Além disso, o sistema de nitrogénio liquido tem menos
componentes mecanicos e elétricos quando comparado
a uma solucdo baseada em freezers, 0 que os torna
menos sensiveis a panes mecanicas ou elétricas. 1sso
geralmente reduz as necessidades de atualiza¢Ges
constantes e torna a manutencdo do sistema mais
simples em longo prazo.’

Apesar disso, grandes bancos utilizando nitrogénio
liquido precisam ser cuidadosamente planejados para
garantir que as amostras sejam mantidas em um meio
ambiente adequado na estocagem em longo prazo e que
a equipe que trabalha na instalagdo tenha condigdes
seguras de trabalho.

Uma empresa foi comissionada para prover toda a
infraestrutura do sistema que incluiu: projeto, gerencia-
mento da obra, materiais necessarios para a construcao e
instalacdo dos tanques, tanque externo, rede hidraulicaa
véacuo com isolamento, tanques de alta capacidade para
estocagem de amostras em longos periodos em vapor de
nitrogénio (Espace 661) com sistema de abastecimento
automatico e todos os programas locais e para controle
a distancia necessarios ao seu funcionamento.

Uma preocupacéo central da equipe foi acomodar o
maior numero de amostras na menor area possivel

=

M

Figura 4. Palhetas utilizadas para armazenagem de material
bioldgico.
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e todas as amostras dentro desses tanques foram
acondicionadas em pequenos canudos de polipropi-
leno (Figura 4). Eles foram acomodados em caixas
e as caixas em racks desenhados para acomoda-las
dentro dos tanques. As palhetas (como sdo chamados
os canudos) tém varias vantagens em relacdo ao uso
de criotubos no cenario particular do biobanco. Elas
S80 menores e economizam espacgo se comparadas
aos criotubos. Possuem um sistema de selamento
que impede a infiltracdo de nitrogénio nas amostras
(nitrogénio liquido penetra pela rosca dos critoubos,
mas ndo consegue penetrar uma palheta selada) e estéo
disponiveis em varias cores e cada cor pode corres-
ponder a um tipo de fluido bioldgico. No ELSA-Brasil
as palhetas verdes sempre contém urina, tornando
mais fécil a identificacdo de um tipo especifico de
fluido biol6gico entre as varias palhetas do mesmo
participante. Além disso, palhetas geralmente guardam
0,5 mL de material comparadas aos criotubos que
costumam guardar 2,0 mL. Como o volume de mate-
rial necessario para fazer uma dosagem vem caindo
nos ultimos anos é melhor estocar quatro palhetas
de 0,5 mL do que um criotubo de 2,0 mL.% As prin-
cipais restricBes contra o uso das palhetas sdo o seu
custo e a necessidade de comprar para cada centro
0S equipamentos necessarios para o seu enchimento
e selamento.

Outra consideracdo importante é a capacidade
desse sistema de detectar falhas regularmente, e na
detecgdo de uma falha, notificar a equipe para pronta
corre¢do do erro. Neste sentido, o sistema planejado
tem a capacidade de identificar qualquer tipo de mau
funcionamento de cada parte do sistema, assim como
problemas dentro da estrutura da central de criogenia
(temperatura, ventilacéo, entre outros) ou o funcio-
namento inadequado do sistema hidraulico de vasos
comunicantes de transporte do nitrogénio. Na presenca
de qualquer tipo de mau funcionamento o sistema
envia e-mails ou telefonemas imediatamente apds a
deteccdo para toda a equipe que monitora a central
de criogenia; ou, na auséncia de alguma alteracéo,
segue uma mensagem de rotina avisando que esta tudo
funcionando normalmente.

Durante a fase de implementacdo houve muitos
problemas tecnoldgicos e logisticos. A instabilidade
da eletricidade e mesmo a falta de luz em quase todos
0s centros assim como as limitagdes no suporte de
manutencdo para os freezers foram uma preocupacéao
importante durante toda a fase de coleta de dados. Na
verdade, pequenas panes em alguns freezers mostraram
a necessidade absoluta de um freezer backup em cada
centro e de manutencéo preventiva de todos os freezers
em uso. Problemas decorrentes do aumento da tempe-
ratura e do nivel de ruidos também foram identificados
em alguns centros. Em relagdo aos problemas logisticos,
0s entraves para compra, a necessidade de alteragdes
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do orgamento, entre outros, gerados pela burocracia
do sistema responsavel pelas compras de material
permanente e de consumo para pesquisa requisitaram
um planejamento extra.

CONCLUSOES

Embora tenham sido publicados alguns artigos descre-
vendo os aspectos técnicos de algumas centrais de
criogenia para estocagem de material biol6gico, poucos
artigos avaliam aspectos ndo técnicos do planejamento e
implementagdo dos biobancos. Varios outros problemas
como questdes politicas, orgamento, dificuldades e
custos do processo de importagéo e aspectos burocra-
ticos e legais para uso do orgamento do estudo, séo
certamente tdo importantes quanto os aspectos técnicos
na determinacdo final do sucesso ou do fracasso da
implementac&o do biobanco.

Acriacdo de uma central de criogenia e de um biobanco
para um estudo multicéntrico ndo é uma tarefa simples.
As amostras bioldgicas sdo um recurso valioso, essen-
cial na pesquisa médica. Elas devem ser coletadas,
estocadas, serem rastreaveis e usadas de acordo com as
padronizagBes/orientacdes vigentes. A criagdo da central
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